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@ Verfahren zur Vermehrung Oder zur Entfernung von Cirocoviren aus biologischem Material 

@ Es warden Verfahren zur Vermehrung und zur Neutral!- 
sierung oder Entfernung von Circoviren, insbesondere 
porcinen Circoviren, beschrieben, die aus einer infizierten 
Zellkultur nach einmaliger oder mehrmaliger Passage 
von Zellkulturen des Schweines, des Rindes oder des 
Menschen gewonnen werden. Bei der Vermehrung der 
porcinen Circoviren tritt in der Zellkultur ein cytopathoge- 
ner Effekt auf. Die Circoviren lassen sich durch Behand- 
lung mit einem antikorperhaltigen Substrat wie Schwei- 
neserum oder humanem Immunglobulin neutralisieren 
oder durch ein Pasteurisierungsverfahren entfernen. Es 
werden auRerdem eine Vakzine und ein Diagnostikum be- 
schrieben, die inaktivierte oder avirulente Circoviren ent- 
halten. 
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Beschreibung 

[0001] Gegensiand der Erfindung sind Verfahren zur Vermehrung und Quantifizierung der infekudsen bzw. Anugen- 
Menge und Beslimmung der Antikorper gegen Circoviren. insbesondere porcinen Circoviren (PCV). AuBerdem sind 
5 Verfahren zum Nachweis der Reduktion von Circoviren und circovirus-ahnlichen Viren des Menschen durch das Herstel- 
lungsverfahren von Arzneimitteln aus biologischem Material Gegensiand der Erfindung (1). 

[0002] Procine Circoviren sind isometrische, etwa 17 nm groBe, nicht umhullie Viren mit einzelstrangiger, circularer 
DNS von 1,76 kb. Antikorper gegen das porcine Circovirus sind im Serum von Menschen, Mausen und Rindern mittels 
eines indirekten Immunofluoreszenznachweises (DFA) und mitlels der ELISA-Melhode gefunden worden (2). In 
10 Schlachtschweinen gelingt der Anukorpernachweis in 53 bis 92% der Here (3). Die klinische Bedeuiung von PCV ist 
bisher unbekannt. Zwischenzeitlich wurde ein neuer Typ des procinen Circovirus nachgewiesen, der zu Lasionen in Ge- 
weben von Schweinen fiihrt und mit Krankheitssymptomen korrelierbar ist; dieser sog. Typ 2 (PCV2) unterscheidet sich 
vom zuvorgenannten Typ 1 (PCV1) hauptsachlich hinsichtlich der Pathogenitat (3 und 4). 

[0003] Obwohl das porcine Circovirus als konlaminierendes Agens in Gewebekulturen vom Schwein nachzuweisen 
15 ist, ist es bisher nicht gelungen, das Virus in vitro zu vermehren und einen routinemaBigen Test zur Vemiehrung und zum 
quantitativen Nachweis des Virus, z. B. auf der Basis eines cytopathogenen Effckts (CPE) in den Virus rcplizicrcndcn 
Zeilen zu etablieren (2). 

[0004] In vivo allerdings gelingt der Nachweis von PCV in Lymphknoten, Milz-, Tonsillen-, Leber-, Herz-, Lungen-, 
Nasenschleimhaut-, Nieren-, Bauchspeicheldriisen- und Darmzellen mittels der Polymerasekettenreaktion (3). Da 
20 Schweineorgane zur Transplantation beim Menschen angewendet werden (5), sollte das porcine Circovirus als potien- 
tielles Risikovirus fur den Menschen betrachtet werden. 

[0005] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, eine in vitro Zuchtungsmethode fiir das porcine 
Circovirus zu entwickeln, um seine Infektiositat nachprufen zu konnen. AuBerdem sollte ein Verfahren zur Neutralisie- 
rung von porcinem Circovirus durch spezifische Antikorper und seine Entfemung aus biologischen Materialien vom 

25 Schwein, Menschen oder anderen Wirbeltieren entwickelt werden, damil diese Materialien ohne Bedenken direkt oder 
indirekt fiir thcrapeutischc Zweckc, z. B. fiir die Gcwinnung von Insulin, Heparin, Blut und Plasma, Zcllkulturmcdicn 
und dessen Bestandteilen einschlieBlich Trypsin, sowic fur Zcllcn zur Produktion rckombinantcr Protcinc cingesctzt 
werden konnen. SchlieBlich sollte eine erfolgretche Vermehrung von PCV in Zellkulturen auch die Herstellung eincr 
Vakzine nach an sich bekannten Methoden ermoglichen. Hierbei kann inaktiviertes PCV oder ein avirulenter PCV- 

30 Stamm (z. B. durch Selekuon eines avirulenten PCV-Stammes nach Adaptation an unterschiedliche Zellkulturen und/ 
oder nach Behandlung infizierter Zellkulturen mit Mutagenen bzw. nach gentechnischer Modifikauon des PCV), dann als 
Lebendimpfstoff eingesetzt werden. AuBerdem kann das aus vennehrlen procinen Circoviren gewonnene Anugen male- 
rial auch fur diagnostische Zwecke eingesetzt werden. 

[0006] Gelost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zur Vermehrung von Circoviren, insbesondere porcinen Circo- 
35 viren (PCV), bei dem sich aus einer infizierten Zellkultur gewonnene Circoviren nach einmaliger oder mehrmaliger Pas- 
sage in Zellkulturen des Schweines, des Rindes oder des Menschen cytopathogenem Effekt vermehren. 
[0007] Fiir das erfindungsgemaBe Verfahren wurden porcine Circoviren, die aus einer inapparent mit PCV infizierten 
PK15-Zellkultur (= porcine kidney) nach Passage auf anderen Zellkulturen, insbesondere Schweinezellkulturun, in die- 
sen Zellkulturen unter Entwicklung eines cytopathogenen ElTekts vennehrl. Das Vorliegen von porcinen Circoviren 
40 wurde dabei mit Hilfe einer spezifischen, ineinandergesetzten ("nested") Polymerasekettenreaktion (PCR) gesichert. 
Hierfur wurden Primer mit folgenden DNA-Sequenzen eingesetzt: 

1. PCR plus: GAG AGG AAG GTT TGG AAG AGG (946-966) 

1. PCR minus: CCA CTG GCT CTT CCC ACA ACC (1358-1338) 
45 2. PCR plus: GGT GAA GTG GTA TTT TGG TGC C (1025-1046) 

2. PCR minus: CTA TGA CGT GTA CAG CTG TCT TCC (1326-1303) 

[0008] Diese Primer wurden aus dem Origin of Replication ausgewahlt (7). 

[0009] Bei der Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wurde beobachtet, dass sich die porcinen Circoviren 
50 nicht in alien Zellkulturen verschiedener Saugetiere und des Menschen gleich gut vermehren lassen. Erfolgreich war die 
Vermehrung in Zellkulturen aus verschiedenen Schweineorganen, aus Rindemiere, Rinderlunge und humaner Lunge. 
Eine aus fctalcm Schweinehodcn entwickcltc, fur die crfolgrcichc Vermehrung von porcinem Circovirus gut gccignctc 
Zellkultur ist bei der DSMZ unter der Nr. FSHO-DSM ACC2466 hintcrlcgt. 

[0010] Zum quantitativen Nachweis der im Serum vorhandenen Antikorper gegen das porcine Circovirus ist das 
55 ELISA- Verfahren gut geeignet. Dabei werden Circoviren nach Adsorption an ein Tragermaterial mit dem zu untersu- 
chenden Serum inkubiert und dadurch ein im Serum enthaltener primarer Antikorper gebunden. AnschlieBend wird ein 
gegen den primaren Antikorper gerichteter sekundarer, markierter Antikorper damit in Kontakt gebracht und nach Aus- 
waschen des nicht gebundenen sekundaren Antikorpers das vom gebundenen markierten Antikorper ausgesendete Lichl- 
signal (Exunktion) gemessen. Zum Nachweis des Circovirus- Antigens ist die dem Fachmann bekannte "sandwich- Me- 
60 thode" geeignet, wobei ein an ein Tragermaterial gebundener Anlikorper gegen Circoviren das Antigen in dem zu unler- 
suchenden Serum bindet; anschlieBend wird ein gegen Circovirus-Antigen gerichteter (markierter) Anlikorper damil in 
Kontakt gebracht und nach Auswaschen des nicht gebundenen Antikorpers das vom gebundenen markierten Antikorper 
ausgesendete Lichtsignal (Extinktion) gemessen. 

[0011] Zur Neutralisierung von Circoviren in biologischem Material sind Seren geeignet, die neulralisierende Anlikor- 
65 per gegen porcines Circovirus enthalten. Neutral isierende Andkorper wurden in Schweineseren und humanem Immun- 
globulin (y-Globulin) gefunden. Besonders geeignet zur Neutralisation von Circoviren in biologischem Material ist ein 
humanes Immunglobulin, das von hochtilrigen humanen Spendern gewonnen wird, die einen mindestens zwei- bis drei- 
fach hohercn Titer an spezifischen Antikdrpcrn als Normalspcndcr aufweisen, wobei der durchschnittlichc PCV-Anukor- 
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pertiter aus einem Plasmapool von mindestens 1000 Spendem besiimmt wind. 

[0012] Es wurde auBerdem gerunden, dass im biologischera Material, das z. B. fUr die Herstellung von Therapeutika 
eingeselzi werden soli, potentiell vorhandene Viren durch eine Hilzebehandlung inaklivieri werden konnen. Bei einer 
Hintzebehandlung uber wenige Slunden bei 60°C in wassriger Losung zeigte sich das porcine Circo virus als labil und 
konnte inaktiviert werden. 5 
[0013] Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele miner erlautert: 



Beispiel 1 

[0014] Auf frisch ausgesate Zellkulturen verschiedener Zelllinien in T25-Zellkulturflaschen wurde der Kulturiiber- 10 
stand einer uber viele Gewebepassagen gehaltenen PK15-Kultur, die fiinf Tage nach Passagierung in der PGR ein posi- 
tives Signal fiirPCV zeigte, im Verhaltnis 1 : 100 abgeimpft 
[0015] Dabei wurden folgende permanente Zellkulturen vom Schwein inokuliert: 
Fetale Schweineniere = SEN 

Fetale Schweineschilddruse = FSdd 15 
Fetale Schweinehoden = FSHo 
Fetale Schweinemilz = FSMi 
Fetal es Schweineherz = FSHerz 
Fetale Schweinehaut = FSHaut 

Schweineniere = PS. 20 
[0016] Zehn Tage nach Inokulation zeigten alle Kulturen mit Ausnahme der FSdd und FSHaut cytopathogene Veran- 
derungen (CPE). Aus den CPE-positiven Kulturen wurde der Zellkulturuberstand geerntet und bis zur Verwendung fur 
weitere Experimente bei -80°C gelagert. 

[0017] Auf den homologen Zellkulturen wurde eine zweite Passage des CPE-verursachenden Agens durch Inokulation 
dieser Zellkulturen mit dem Zellkulturuberstand aus der erslen Passage durchgefuhrt. 25 
[0018] In den PS-Zellcn zeigte sich bcrcits nach vicr Tagen ein dcutlichcr CPE; bei den andcrcn Kulturen war der CPE 
erst sechs Tage nach Inokulation sichtbar. Mittels einer spezifischen PCR, bei der die oben genanntcn Primer cingesctzt 
wurden, konnte in der PS-Zelikultur, die einen CPE aufwies, PCV nachgewiesen werden, wahrend in den enLsprechen- 
den Kontrollzellen ohne Inokulation des PKIS-Zellkulturiiberstandes kein PCR-Signal zu erkennen war. 

30 

Beispiel 2 



[0019] Das in der PS-Zellkultur vermehrte PCV wurde in dem geemteten, niedertourig abzentrifugierten Zellkultur- 
uberstand mittels der Endpunktverdunnungsmethode quantifiziert. Der in lOer-Verdunnungsschritten verdiinnte Zellkul- 
turuberstand wurde auf PS-Zellkulturen in Mikrotiterplatten ubertragen und die PCV- Vermeh rung als cytopathogencr 35 
Effekt (CPE) ausgewertet. Die Endablesung des Testes erfolgte sieben Tage nach der Infektion und die Berechnung des 
Virustiters (CCTDso-Cell Culture Infective Dose 50% - in log^) nach dem Fachmann bekannten Methoden (6). Da Cir- 
coviren nicht umhullle Viren sind, wurde zur Kontrolle und Bestatigung, dass der cytopathogene Eflekt auf die Vermeh- 
rung von PCV in der Zellkultur zuriickzufuhren ist, ein Teil des PS-Zellkulturuberstandes mit Chlorofonn behandelt; 
diese dem Fachmann bekannte Methode inaktiviert umhullte Viren. Die vergleichende Titration der nicht-behandelten 40 
und der Chloroform-behandelten Virussuspension in PS-Zellen ergab keinen Titerunterschied (Tabelle 1). Dieses Ergen- 
nis, zusammen mit dem spezifischen PCR-Ergebnis, belegt die Vermehrung von PCV in der Zellkultur, insbesondcre in 
Schweine-Zellen. 

TabcUc 1 45 



Quantitative Bestimmung von in PS-Zellen vermehrten PCV 



Virussuspension 


logi 0 CCID50/ml 


PS-Zellkulturtlberstand 


7,8 


PS-Zellkulturilberstand, chloroform- 
behandelt 


7,6 



Beispiel 3 

60 

[0020] Ausgehend von der Virussuspension der PS-Zellkullur - wie in Beispiel 2 beschrieben - wurden frisch ausge- 
sate Kulturen verschiedener Zellcn in T25-Zellkulturflaschcn mit einer 1 : 100 Vcrdunnung des infektiosen Zcllkultur- 
uberstandes geimpft. 

[0021] Insgesamt wurden drei Adaptierungspassagen durchgefuhrt; d. h. der mil PCV infizierte Kulturiiberstand wurde 
1 : 100 v/v auf frisch angelegte Kulturen der homologen Zellkulturen zehn Tage post infectionem verbracht. Die Kultu- 65 
ren mit cytopathogenem Effekt wurden in der PCR getestet, um die Identitat von PCV nachzuweisen. Dabei zeigte sich 
iiberraschenderweise, dass sich PCV neben den in Beispiel 1 gezeiglen Schweinezellkulturen auch in bestiriunten Zellen 
vom Rind und Menschen untcr Ausbildung cines cytopathogenen Effckts vcrmchrt (Tabelle 2). 
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TabeUe 2 

Nachweis der Vermehrung von PCV in ZeLlkulturen verschiedener Saugeliere und des Menschen 



5 


1 


1. Pas- 
sage* 


2. Pas- 
sage* 


3. Pas- j 
sage* f 


10 


CRFK = 

Crandel Feline Kidney 




— 


— 




KFZI = 

Feline Kidney 


— 


— 


- 


15 


MDBK = 

Madin Darby Bovine Kidney 


— 


— 


— 


20 


BK CI10 = 

Bovine Kidney, Klon 10 


— 


? 


+ 


25 


BK = 

Bovine Kidnev 


— 


— 


— 


FRLu45 = 

fetale Rinderlunge 


— 


? 


+ 


30 


FROv = 

fetale Rinderovar 


— 


— 


- 


35 


FRMi = 

fetale Rindermilz 


— 


— 


- 1 




FC-01 Ni = 

fetale Cvnomolaenniere 


— 


— 


- 


40 


FRhK 4 = 

fetale Rhesusniere 


— 


— 


- 


45 


PH-2 = 

fetale Cynomolgenniere 


— 


— 






A549 = 

humane Lunge 








50 


Ma23 = 

humane Lunge 








55 


Mabt = 

humane Lunge 


? 


+ 





* Erscheinen des CPE — kein CPE 

? CPE fraglich/nicht ausgeprSgt 
* CPE ausgepragt 



Bcispicl 4 

65 [0022] Nachdem die in vitro- Vermehrung von PCV in Zellkukuren gelungen war, wurde die Kapazitat von Seren ver- 
schiedener Saugeliere, PCV zu neulralisieren, untersucht. Diese Untersuchungen geben einen Hinweis darauf, in wel- 
chen Saugetieren sich PCV mil nachfolgender Serokon version vermehrl bzw. ob Seren Anlikorper enihaJlen, die mil 
PCV kreuzreagiercn. Einc sichcrc Untcrschcidung zwischcn dicscn bcidcn Moglichkcilcn isl mil dcr vorhandcncn Vfcr- 
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suchsanordnung allerdings nicht moglich gewesen. 

[0023] Verschiedene Seren von Einzeltieren (Hund, Katze, Pferd, Schwein, Affe) bzw. gepoolien Seren mehrerer Here 
(Rind) oder Immunglobulinkonzenirate des Menschen aus gepoollem Plasma wurden im Neutralisationstest - Antikor- 
perverdunnung und konstante Virusmenge (ca. 100 CCID50) - gepriift. Wie die nachfolgende Tabelle 3 zeigt, sind neu- 
tralisierende Antikorper gegen porcines Circovirus nur in Schweineseren und humanem Immunglobulin (7. B. Beriglo- 5 
bin7) nachweisbar. 

TabeUe 3 

Nacbweis von PCV-neutralisierenden Antikorpern in Seren verschiedener Spezies 10 





Mnzani uer uiiieraucn* 

ten Seren 


MiiZdill uer rvV"pu5r 

tiven Seren 


Beriglobin*Chargen 


24 


24 


Hund 


10 


0 


Katze 


10 


0 


Pferd 


10 


0 


Rind 


10 


0 


Schwein 


10 


10 


Affe 


10 


0 



* gereinigtes humanes Gammaglobulin-Konzentrat aus Spenderpool 
NT-Index > 0,5 wurde als positiv bewertet 



35 

Beispiel 5 

[0024] Die das PCV neuiralisierenden sowie nicht-neuiralisierenden Antikorper lassen sich auch mil andcren dem 
Fachmann bekannten in vilro-Melhoden, z. B. mit Enzym-Iimnu no- Assays (EIA) nachweisen. Die Adsorption von PCV 
an eine feste Phase (z. B. Polystyrol, Nylon oder Cellulose) mit nachfolgender Inkubation der zu untersuchenden Seren 40 
und weiterer Inkubation mit gegen die in den Seren enthaltenen primaren Antikorper gerichteten enzym-markierten, se- 
kundaren Antikorpern fuhrt zur Quantifizierung von gegen PCV gerichteten Antikorpern im zu untersuchenden Serum. 
[0025] PCV-haltiger Zeilkulturiiberstand aus PS-Zellen wurde 1 : 100 in 0,1 M NaOH vorverdunnt und in einer geo- 
metrischen Verdiinnungsreihe in eine ELISA-Mikrotilerplalte pipeltiert (Verdunnungspuffer 0,05 M Na 2 C0 3 , pll 9.6). 
Nach dem Fachmann bekannten Methodcn des Blockcns der Platte, Inkubation mit zu unlcrsuchcndcm Scrum und gegen 45 
das zu untersuchende Serum gerichteten markierten Antikorpern wurde die Farbintensitat gemessen (Tabelle 4). Das 
Beispiel zeigt, dass sich Antikorper gegen porcines Circovirus nur in Schweineseren und humanem Immunglobulinkon- 
zenlraten nachweisen lassen. 

50 



55 



GO 
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Tabelle 4 

ELISA von verschiedenen Seren zum Nachweis von Anukorpem gegen porcine Circoviren (Exiinkiion) 



Virus-Verdlin- 
nung 


Humanes Immunglo- 
Dunn-r\onzentrat joe- 
riglobln P) 


Schweineserum 


— — — n 

Pferdeserum 


1:200 


>2,000 


>2,000 


0,386 


I 1:400 


1,983 


>2,000 


0,426 


I 1:800 


1,168 


1,852 


0,189 


I 1:1600 


0,726 


1,233 


0.253 


I 1:3200 


0,268 


0,706 


0,335 


| 1:6400 


0,381 


0,457 


0,129 



10 



15 



20 



25 



Beispiel 6 



[0026] Bei dcr Herstellung von Thcrapeutika odcr Substanzcn, die zu dcrcn Hcrstcllung cingcsctzt wcrdcn sollcn, aus 
biologischem Material mlissen potentiell vorhandene Viren inaktiviert oder entfemt werden. Deshalb wurde in eincr wei- 
teren Versuchsserie die Thermostability von porcinem Circovirus bei 60°C (Pasteurisierung in wassriger I josung) in ver- 
30 schiedenen Medien getestet: 

a) in Eagles minimal essential Medium (EME-Mediurn) 

b) in 5%iger humaner Semmalbuminlosung (HSA) 

c) in Pasteurisierungspuffer fur Blutgerinnungs-(FVnT-)Praparate (mil Saccharose und Glycin stabilisierte wass- 
35 rige Losung). 

[0027] Hierfur wurde PCV, wie in Beispiel 2 hergestellt, 1 : 11 v/v in die drei vorstehend erwahnten Medien gegeben 
(gespikl) und auf 60°C in Wasserbad erhitzt. Nach den angegebenen Zeiten wurden die Proben fur die Titration dcs ver- 
bleibenden Restvirus entnommen und auf PS-Zelien titrierl. 
40 [0028] Die Titerendablesung erfolgte 7 Tage nach Testansatz mikroskopisch mittels der Beobachtung dcs cytopathoge- 
nen EfFekts; die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt. 

[0029] Wie die Ergebnisse zeigen, ist PCV labil gegen physico-chemische Parameter wie erhohte Temperatur. Stabili- 
satoren, die dem PasteurisierungspurTer von Faktor Vm-Praparaten zugesetzt werden, urn diesen Paktor wahrend dcr Pa- 
steurisierung (Hitzebehandlung bei 60°C in stabilisierter wassriger Losung) zu stabilisieren, stabilisieren ebenfalls PCV 
45 bis zu eincm gewissen Grad. Damit konncn Circoviren zur Untcrsuchung dcr Kapazitat cincs Hcrstcllungsvcrfahrcns 
oder eines Diagnostikums, Circoviren oder verwandte Viren zu inaktivieren und/oder zu entfemen, verwendet wcrdcn. 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 5 



Virusdter (log l0 CdD 50 /ral) nach Inkubaiion von PCV in verschiedenen Medien bei 60°C 



Pasteurisie- 
runaszeit Thl 


PCV in Zellkul- 
turmediem 


PCV in 5% Hu- 

manserumal- 

bumin 


PCV in Faktor 

Vlll-Pasteuri- 

sierungspuffer 


5 


0 


5,9 


5,8 


5,8 


10 


1 


£1.5 


1.8 


4.9 




2 


£1,5 


£1.5 


3.5 


IS 


4 


£1,5 


£1.5 


2.9 




6 


£1,5 


£1.5 


1.8 


20 


8 


£1,5 


£1.5 


£1.5 
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Patentanspruche 40 

1. Verfahren zur Vermehrung von Circoviren, insbesondere porcinen Circoviren (PCV), dadurch gekennzeichnet, 
dass sich aus einer infizierten Zellkultur gewonnene Circoviren nach einmaliger oder rnehnnaliger Passage in Zell- 
kulturen des Schwcines, des Rindcs oder des Mcnschcn in dicscn Zcllkulturcn cntwickcln und dabci cin cytopatho- 
gener EfFekt auftritt. 45 

2. Verfahren zur Neutralisierung oder Entfemung von Circoviren aus biologischem Material, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es mit einem antikorperhaltigen Substrat wie Schweineserum oder humanem Tmmunglobulin behan- 
delt oder einem Pasteurisierungs verfahren unterworfen wird. 

3. Verfahren zum Nachweis und zur Quantiflzierung von gegen Circoviren gerichteten Antikorpern nach dem 
ELIS A- Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass Circoviren nach Adsorption an ein Tragermaterial mit dem zu un- 50 
tersuchenden Serum inkubiert, dadurch ein im Serum enthaltener primarer Antikorper gebunden und anschliessend 

ein gegen den primaren Antikorper gerichteter sekundarer, markierter Antikorper damit in Kontakl gebracht wird, 
wobei dann das von dem gebundenen, markierten Andkorper ausgesendete Signal gemessen wird. 

4. Verfahren zum Nachweis und zur Quandfi zicrung des Circovirus-Antigcns nach dem EUSA- Verfahren, dadurch 
gekennzeichnet, dass ein an cin Tragcrmatcrial gebundener Antikorper gegen Circoviren mit dem auf das Circovi- 55 
rus-Andgen zu untersuchenden Serum inkubiert wird, dadurch das Antigen gebunden, dieses mit einem gegen das 
Andgen gerichteten, markierten Andkorper in Kontakt gebracht und nach dem Auswaschen des nicht gebundenen, 
markierten Andkorpers das vom gebundenen, markierten Andkorper ausgesendete Signal gemessen wird. 

5. Vakzine, dadurch gekennzeichnet, dass sie inakdvierte oder avirulente Circoviren enthalt. 

6. Diagnosdkum, dadurch gekennzeichnet, dass es inaklivierle oder avirulente Circoviren enthalt. 60 

7. Verwendung von Circoviren zur Untersuchung der Kapazitat eines Herstellungsverfahrens oder eines Diagno- 
sdkums, Circoviren oder vcrwandtc Vucn zu inakdvicrcn und/odcr zu entferncn. 
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